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　 　 摘要:　 为明确江苏省鸡源沙门菌的分子流行病学特征ꎬ本研究通过采集江苏省 ８ 市规模化养鸡场病鸡粪便样本

１ ６４１份ꎬ分离沙门菌ꎬ并使用微量肉汤稀释法测定沙门菌分离菌株对抗菌药物的敏感性ꎬ基于全基因组测序技术分析分离

菌株的耐药基因、毒力基因的携带情况ꎬ通过鉴定沙门菌的抗原结构式判断分离菌株的血清型ꎬ通过多位点序列分型

(ＭＬＳＴ)和系统发育树分析江苏省沙门菌的流行特征ꎮ 结果表明ꎬ从１ ６４１份鸡粪样品中共分离出 ２６６株沙门菌ꎬ分离率为

１６􀆰 ２１％ꎻ分离菌株对氨苄西林和磺胺甲口恶唑的耐药率较高ꎬ分别为 ５６􀆰 ３９％和 ５５􀆰 ６４％ꎻ多重耐药菌占比为 ５３􀆰 ３８％ꎮ 携带

ｓｕｌ２、ｂｌａＴＥＭ￣１和 ｔｅｔＡ 等耐药基因的菌株比例较高ꎬ分别为 ５９􀆰 ４０％、５６􀆰 ７７％和 ３９􀆰 １０％ꎮ 分离菌株的多位点序列分型(ＭＬＳＴ)
共鉴定出 ２１种 ＳＴ 型ꎬ其中 ＳＴ１１型占比高达 ４９􀆰 ６２％ꎮ 血清型以肠炎、鸡白痢、鼠伤寒和印第安纳为主ꎮ 分离得到的沙门

菌共分为 ５个遗传进化分支ꎬ相同的养殖场分离株之间遗传进化关系比较接近ꎬ不同养殖场分离株的遗传关系较远ꎮ 本

研究结果为江苏省鸡源沙门菌的精准防治提供了依据ꎮ
关键词:　 鸡源沙门菌ꎻ 流行病学ꎻ 血清型ꎻ 多位点序列分型ꎻ 耐药基因ꎻ 毒力基因
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　 　 沙门菌以其独特的革兰氏阴性特性在自然界中

广泛存在ꎬ是一种重要的人畜共患食源性病原

菌[１]ꎮ 沙门菌常寄生于人和动物体内ꎬ特别是家

禽、家畜及宠物的肠道中ꎮ 目前全球已经发现２ ６００
多种血清型沙门菌[２]ꎮ 沙门菌每年导致约１.８×１０８

例腹泻疾病ꎬ并且造成 ４５０ 余人死亡ꎬ在食源性病原

菌中毒事件中位居首位[３]ꎮ
长期以来ꎬ沙门菌是中国家禽细菌性流行病最

主要的致病菌ꎮ 目前中国报道的沙门菌血清型已有

３００ 多种ꎬ其中鼠伤寒、肠炎、鸡白痢等血清型最为

常见[４]ꎮ 服用抗菌药是中国防治沙门菌的重要手

段ꎬ但抗菌药的长期滥用ꎬ导致沙门菌的耐药性逐年

增加ꎬ甚至出现了多重耐药菌[５]ꎮ 不同地区由于流

行的沙门菌血清型差异ꎬ沙门菌防治的用药种类以

及方式不同ꎬ导致中国各地区沙门菌的耐药情况存

在一定的差异ꎮ 近 ５０ 年来ꎬ广东、四川和辽宁分离

的沙门菌菌株对磺胺甲口恶唑耐药率较高ꎬ而山东省

分离的沙门菌菌株对氨苄西林和四环素耐药率较

高[６]ꎮ 因此ꎬ区域性鸡源沙门菌的耐药特征分析对

该地区沙门菌感染的精准防治具有重要意义[７]ꎮ
随着生物信息技术的发展ꎬ通过全基因组测序

(Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＷＧＳ)可以快速获得沙门

菌的分子分型以及耐药基因携带特征ꎬ进而揭示沙门

菌的进化规律以及危害风险[８]ꎮ 江苏省是中国家禽

养殖重要省份ꎬ虽然已有学者初步开展江苏省鸡源沙

门菌血清型和耐药率等表型特征的研究[９￣１０]ꎬ但调查

区域较小ꎬ且对沙门菌的耐药基因及毒力基因缺乏分

析ꎮ 为实现更精准的江苏省沙门菌防治ꎬ本研究从江

苏省 ８ 市规模化鸡养殖场采集病鸡鸡粪样本１ ６４１
份ꎬ分离沙门菌ꎬ并通过全基因组测序技术ꎬ进行江苏

省鸡源沙门菌的耐药基因和毒力基因携带情况分析ꎬ
基于血清分型、多位点序列分型(ＭＬＳＴ)和系统进化

树分析江苏省鸡源沙门菌的流行情况ꎬ为江苏地区鸡

源沙门菌的精准防治提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 沙门菌的分离鉴定

２０１６ 年 ６ 月到 ２０２０ 年 １２ 月ꎬ从江苏南京、扬

州、南通、徐州、常州、淮安、盐城、宿迁 ８ 市的规模化

鸡养殖场采集病鸡粪便样本１ ６４１份ꎮ 称取各样本

２５ ｇ 新鲜样本分别放入装有 ２２５ ｍＬ 缓冲蛋白胨水

(ＢＰＷ)的无菌采样袋中ꎬ揉搓均匀后放置于 ３６ ℃
恒温摇床ꎬ转速 １６０ ｒ / ｍｉｎ振荡 １２ ｈꎬ随后取 １ ｍＬ 培

养后的混合液加入到含有 １０ ｍＬ 四硫磺酸钠亮绿培

养基(ＴＴＢ)的容器内ꎬ４２ ℃ 培养 ２４ ｈꎮ 培养结束

后ꎬ用接种环取培养液在亚硫酸铋琼脂培养基(ＢＳ)
平板上划线ꎬ于 ３６ ℃培养 ３６ ｈꎬ挑取平板上具有金

属光泽的黑色、棕色或灰绿色菌落ꎬ使用 ＬＢ 肉汤培

养ꎬ得到沙门菌菌液[１１]ꎮ
１.２　 药敏试验

采用微量肉汤稀释法对沙门菌分离株进行抗菌

药物敏感性试验[１２]ꎮ 测定的抗菌药有:氨苄西林、
磺胺甲口恶唑、卡那霉素、庆大霉素、四环素、多西环

素、氟苯尼考、利福平、磷霉素、恩诺沙星ꎮ 根据 ＣＬＳＩ
(临床实验室标准协会)制定的药物敏感性判断标

准对试验结果进行解释ꎮ
１.３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 鉴定

使用 ＤＰ３０２￣２ 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

(北京天根生化科技有限公司产品)提取上述分离

菌株的 ＤＮＡ[１３]ꎬ并对其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｉｎｖＡ 基因[１４]进

行扩增ꎬ引物如表 １ 所示ꎮ ＰＣＲ 反应体系 ２０ μＬ:上
下游引物各 １ μＬꎬＥｓ ＴａｑＭａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ菌液 ２
μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μＬꎮ ＰＣＲ 程序:９４ ℃变性 ５􀆰 ０ ｍｉｎꎻ９４
℃变性 ３０􀆰 ０ ｓꎬ５５ ℃ 退火 ３０􀆰 ０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 １􀆰 ５
ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０􀆰 ０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 反应产

物进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ阳性结果委托南京擎科生

物科技有限公司基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２０００ 测序平台

(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司产品)进行全基因组测序ꎮ

表 １　 ｉｎｖＡ 基因和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｉｎｖＡ ａｎｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ

目的基因　 引物名称　 序列(５′→３′) 　 　 　 产物大小
(ｂｐ)

ｉｎｖＡ ｉｎｖＡ￣Ｆ ＡＡＡＡＧＡＡＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＴＡＧ ２８０
ｉｎｖＡ￣Ｒ ＴＡＣＣＡＣＴＣＧＣＡＴＣＡＡＡＴＣＡＡ

１６Ｓ ｒＲＮＡ １６Ｓ ｒＲＮＡ￣Ｆ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ １ ４００
１６Ｓ ｒＲＮＡ￣Ｒ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
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１.４　 全基因组分析

使用 Ｂｉｏｓｔａｃｋ 软件对测序得到的原始序列进行

组装拼接ꎬ利用 Ｐｒｏｋｋａ 软件对拼接后的基因组序列

进行注释ꎮ 利用 Ｍａｓｈ 软件构建沙门菌系统发育

树ꎮ 通过 ｉＴｏＬ 在线软件[１５] 编辑沙门菌的系统发育

树分支网络ꎮ 根据法国巴斯德研究所( Ｉｎｓｔｉｔｕｔ Ｐａｓ￣
ｔｅｕｒ)的 ＭＬＳＴ(多位点序列分型)数据库( ｈｔｔｐｓ: / /
ｂｉｇｓｄｂ.ｐａｓｔｅｕｒ. ｆｒ / ) 中 ７ 个高度保守的基因 ( ｈｉｓＤ、
ｐｕｒＥ、ｓｕｃＡ、ａｒｏＣ、 ｔｈｒＡ、ｄｎａＮ 和 ｈｅｍＤ)序列ꎬ分析分

离得到的沙门菌基因序列分型(ＳＴ) [１６]ꎮ 基于基因

组流行病学中心(ＣＧＥ)的 ＳｅｑＳｅｒｏ２ 血清分型数据

库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍｉｃｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ. ｏｒｇ / ) 及测序

得到的沙门菌菌株全基因组组装序列ꎬ确定沙门菌

的血清型ꎮ 使用 Ｒｅｓ Ｆｉｎｄｅｒ 和 ＶＦＤＢ Ｆｉｎｄｅｒ 数据库

分析沙门菌的耐药基因和毒力基因[１７]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 江苏部分地区沙门菌的流行情况

江苏省 ８ 市１ ６４１份鸡粪样品中共分离鉴定出 ２６６
株沙门菌菌株ꎬ分离率为 １６􀆰 ２１％ꎮ 其中ꎬ常州市养鸡

场采集样本的沙门菌分离率最高ꎬ为 ２５􀆰 １２％ꎻ南京市

采集样本沙门菌分离率最低ꎬ为 １０􀆰 ２０％ꎻ淮安市、南通

市、盐城市、徐州市、宿迁市、扬州市等市采集样本的沙

门菌分离率依次为 １１􀆰 ９４％、１３􀆰 ５３％、１４􀆰 ４２％、１５􀆰 ４２％、
１８􀆰 ８８％、２０􀆰 ６８％ꎮ 分离菌株血清型占比从高到低主要

为肠炎型 ４９􀆰 ６２％、鸡白痢型 １３􀆰 ５３％、印第安纳型

１０􀆰 ９０％和鼠伤寒型 ９􀆰 ４０％ꎮ 其中ꎬ肠炎沙门菌在各市

鸡粪样本中的检出率均最高(表 ２)ꎮ

表 ２　 沙门菌分离情况及主要血清型占比

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｎ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ

地区
调查

总样本数
鉴定出

沙门菌株数
沙门菌分离率

(％)
主要沙门菌血清型占比(％)

肠炎型 鸡白痢型 印第安纳型 鼠伤寒型

南京 ２５５ ２６ １０.２０ ６１.５４ １１.５４ ７.６９ １１.５４

徐州 ２１４ ３３ １５.４２ ４５.４５ １５.１５ ９.０９ ６.０６

盐城 ２１５ ３１ １４.４２ ４１.９４ １２.９０ ９.６８ ９.６８

扬州 ２３２ ４８ ２０.６８ ５４.１７ ６.２５ １０.４２ ８.３３

宿迁 １９６ ３７ １８.８８ ４５.９５ １０.８１ １０.８１ １０.８１

淮安 ２０１ ２４ １１.９４ ５０.００ １６.６７ ８.３３ １２.５０

常州 １９５ ４９ ２５.１２ ５１.０２ １６.３３ １６.３３ ８.１６

南通 １３３ １８ １３.５３ ４４.４４ ２７.７８ １１.１１ １１.１１

２.２　 药敏试验

鉴定得到的 ２６６ 株沙门菌对 １０ 种抗菌药物的

敏感性如图 １ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ２６６ 株分离

菌株对氨苄西林的耐药率最高ꎬ达 ５６􀆰 ３９％ꎬ其次为

磺胺甲口恶唑ꎬ为 ５５􀆰 ６４ ％ꎮ ２６６ 株沙门菌分离菌株

对庆大霉素、四环素、卡那霉素和多西环素的耐药率

介于３０％~ ４０％ꎬ对氟苯尼考、利福平和磷霉素的耐

药率介于１０％~ ３０％ꎬ对恩诺沙星的耐药率最低ꎬ为
６􀆰 ３９％ꎮ 耐 ３ 种 及 以 上 抗 菌 药 物 的 多 重 耐 药

(ＭＤＲ) 菌株为 １４２ 株ꎬ占分离沙门菌总株数的

５３􀆰 ３８％ꎬ其中ꎬ有 ５ 株对 １０ 种抗菌药物都具有耐药

性ꎬ占分离株总数的 １􀆰 ５０％ꎮ
２.３　 耐药基因检测

基于耐药基因预测网站 Ｒｅｓ Ｆｉｎｄｅｒ 从分离得到的

２６６株沙门菌菌株中共检测得到 ６４ 个耐药基因(表 ３)ꎬ

ａ:氨苄西林ꎻｂ:磺胺甲 口恶唑ꎻｃ:庆大霉素ꎻｄ:卡那霉素ꎻｅ:四环

素ꎻｆ:多西环素ꎻｇ:氟苯尼考ꎻｈ:利福平ꎻｉ:磷霉素ꎻｊ:恩诺沙星ꎮ
图 １　 分离菌株耐药表型占比

Ｆｉｇ. １ 　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓ

包括 １６个氨基糖苷类耐药基因[ａｐｈ(３″)￣Ｉｂ、ａｐｈ(６)￣Ｉｄ、
ａｐｈ(４)￣Ｉａ、ａｐｈ(３′)￣Ｉａ、ａａｃ(３)￣Ｉｖａ、ａｐｈ(３′)￣ＩＩａ、ａａｃ(６′)￣
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Ｉｂ￣ｃｒ５、ａｎｔ(３″)￣Ｉａ、ａａｃ(３)￣ＩＩｄ、ａａｄＡ１、ａａｄＡ２、ａａｄＡ５、ａａ￣
ｄＡ１６、ａａｄＡ２２、ａａｄＡ２７、ａａｄＤ１]、１２ 个 β￣内酰胺类耐药基

因 ( ｂｌａＣＡＲＢ￣２、 ｂｌａＣＭＹ￣２、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１４、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１５、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣５５、
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣６５、 ｂｌａＤＨＡ￣１、 ｂｌａＯＸＡ、 ｂｌａＯＸＡ￣１、 ｂｌａＯＸＡ￣１０、 ｂｌａＴＥＭ、
ｂｌａＴＥＭ￣１)、９ 个磺胺类耐药基因( ｓｕｌ１、ｓｕｌ２、ｓｕｌ３、ｄｆｒＡ１、
ｄｆｒＡ１２、ｄｆｒＡ１４、ｄｆｒＡ１７、ｄｆｒＡ２７、ｄｆｒＡ３２)、７ 个四环素类耐药

基因(ｔｅｔＡ、ｔｅｔＢ、ｔｅｔＣ、ｔｅｔＧ、ｔｅｔＪ、ｔｅｔＭ、ｔｅｔＸ４)、６ 个氯霉素类

耐药基因(ｃａｔＡ、ｃａｔＡ１、ｃａｔＢ３、ｃｍｌＡ１、ｃｍｌＡ５、ｆｌｏＲ)、６个喹诺

酮类耐药基因(ｏｑｘＡ、ｏｑｘＢ、ｑｎｒＡ１、ｑｎｒＡ３、ｑｎｒＤ１、ｑｎｒＳ１)、４
个磷霉素类耐药基因(ｆｏｓ、ｆｏｓＡ３、ｆｏｓＡ７.２、ｆｏｓＡ７.３)、２ 个大

环内酯类耐药基因(ｍｐｈＡ、ｍｐｈＥ)、２ 个利福平类耐药基

因(ａｒｒ￣２、ａｒｒ￣３)ꎮ ５９􀆰 ４０％的分离株携带磺胺类耐药基因

ｓｕｌ２和 ５６􀆰 ７７％的分离株携带 β￣内酰胺类耐药基因

ｂｌａＴＥＭ￣１ꎮ 氨基糖苷类耐药基因 ａｐｈ(３″)￣Ｉｂ、ａｐｈ(６)￣Ｉｄ、
ａａｄＡ５ꎬ四环素类耐药基因 ｔｅｔＡꎬ氯霉素类耐药基因 ｆｌｏＲꎬ
磺胺类耐药基因 ｄｆｒＡ１７的检出率均在 ２０％以上ꎮ ９５％以

上的分离株中可以检出至少 １种与耐药表型对应的耐药

基因ꎬ说明耐药基因型与耐药表型具有较好的符合率ꎮ
质粒介导的喹诺酮类耐药基因(ｏｑｘＡ、ｏｑｘＢ、ｑｎｒＳ１、ｑｎｒＡ１、
ｑｎｒＡ３和 ｑｎｒＤ１)与耐药表型的符合率为 ６０􀆰 ７１％ꎬ其原因

可能是上述耐药基因仅介导低水平的喹诺酮类耐药

性[１８]ꎮ

表 ３　 检测出的耐药基因

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

抗生素类别　 　 耐药基因　 　 含耐药基因菌株数 检出率(％) 抗生素类别　 　 耐药基因　 　 　 含耐药基因菌株数 检出率(％)

氨基糖苷类 ａｐｈ(３″) ￣Ｉｂ １０４ ３９.１０ ｓｕｌ３ １４ ５.２６
ａｐｈ(６) ￣Ｉｄ １０３ ３８.７２ ｄｆｒＡ１ １３ ４.８９
ａｐｈ(４) ￣Ｉａ ４０ １５.０４ ｄｆｒＡ１２ １０ ３.７６
ａｐｈ(３′) ￣Ｉａ ２５ ９.４０ ｄｆｒＡ１４ ９ ３.３８
ａａｃ(３) ￣Ｉｖａ ３９ １４.６６ ｄｆｒＡ１７ ６１ ２２.９３
ａｐｈ(３′) ￣ＩＩａ １ ０.３８ ｄｆｒＡ２７ １ ０.３８
ａａｃ(６′) ￣Ｉｂ￣ｃｒ５ ３６ １３.５３ ｄｆｒＡ３２ ２ ０.７５
ａａｄＡ１ ２０ ７.５２ 喹诺酮类 ｏｑｘＡ ２８ １０.５３
ａｎｔ(３″) ￣Ｉａ １ ０.３８ ｏｑｘＢ ２７ １０.１５
ａａｃ(３) ￣ＩＩｄ ４ １.５０ ｑｎｒＳ１ １２ ４.５１
ａａｄＡ２ ２０ ７.５２ ｑｎｒＡ１ ２ ０.７５
ａａｄＤ１ １ ０.３８ ｑｎｒＡ３ １ ０.３８
ａａｄＡ１６ １ ０.３８ ｑｎｒＤ１ １ ０.３８
ａａｄＡ５ ６１ ２２.９３ 利福平类 ａｒｒ￣２ ５ １.８８
ａａｄＡ２７ ２ ０.７５ ａｒｒ￣３ ３６ １３.５３
ａａｄＡ２２ １ ０.３８ 磷霉素类 ｆｏｓ ４ １.５０

β￣内酰胺类 ｂｌａＣＡＲＢ￣２ ８ ３.０１ ｆｏｓＡ３ ３５ １３.１６
ｂｌａＣＭＹ￣２ １ ０.３８ ｆｏｓＡ７.２ ３ １.１３
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１４ １１ ４.１４ ｆｏｓＡ７.３ １ ０.３８
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１５ ２ ０.７５ 四环素类 ｔｅｔＡ １０４ ３９.１０
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣５５ ２ ０.７５ ｔｅｔＢ ９ ３.３８
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣６５ ２３ ８.６５ ｔｅｔＣ ２ ０.７５
ｂｌａＤＨＡ￣１ ２ ０.７５ ｔｅｔＧ ９ ３.３８
ｂｌａＯＸＡ ２ ０.７５ ｔｅｔＪ ２ ０.７５
ｂｌａＯＸＡ￣１ ３５ １３.１６ ｔｅｔＭ １ ０.３８
ｂｌａＯＸＡ￣１０ ５ １.８８ ｔｅｔＸ４ ３ １.１３
ｂｌａＴＥＭ ４ １.５０ 氯霉素类 ｃａｔＡ ２ ０.７５
ｂｌａＴＥＭ－１ １５１ ５６.７７ ｃａｔＡ１ ２０ ７.５２

大环内酯类 ｍｐｈＡ ６ ２.２６ ｃａｔＢ３ ３６ １３.５３
ｍｐｈＥ ２ ０.７５ ｃｍｌＡ１ １２ ４.５１

磺胺类 ｓｕｌ１ ４８ １８.０５ ｃｍｌＡ５ ５ １.８８
ｓｕｌ２ １５８ ５９.４０ ｆｌｏＲ ５８ ２１.８０
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２.４　 毒力因子

基于细菌致病菌毒力因子(ＶＦＤＢ)数据库ꎬ分
离得到的 ２６６ 株沙门菌中共预测到 １６０ 个毒力基因

(表 ４)ꎮ 黏附类毒力因子 ｃｓｇＡ、 ｃｓｇＢ、 ｃｓｇＣ、 ｃｓｇＤ、
ｃｓｇＥ、 ｃｓｇＦ、 ｃｓｇＧ、 ｌｐｆＤ、ｍｉｓＬ、 ｒａｔＢ、 ｓｈｄＡ、 ｓｉｎＨ、 ｆｉｍＡ、
ｆｉｍＣ、ｆｉｍＤ、ｆｉｍＦ、ｆｉｍＨ、ｆｉｍＩ、ｆｉｍＷ、ｆｉｍＹ、ｆｉｍＺꎬⅥ型分

泌 相 关 基 因 ＳＴＭ０２６６、 ＳＴＭ０２６７、 ＳＴＭ０２８７、
ＳＴＭ０２８９、ｔｌｄｅ１ꎬⅢ型分泌系统控制基因 ｈｉｌＡ、ｈｉｌＣ、
ｈｉｌＤ、ｉａｃｐ、 ｉａｇＢ、 ｉｎｖＡ、 ｉｎｖＢ、 ｉｎｖＣ、 ｉｎｖＥ、 ｉｎｖＦ、 ｉｎｖＧ、 ｉｎ￣
ｖＨ、ｉｎｖＩ、ｉｎｖＪ、ｏｒｇＡ、ｏｒｇＢ、ｏｒｇＣ、ｐｒｇＨ、ｐｒｇＩ、ｐｒｇＪ、ｐｒｇＫ、
ｓｉｃＡ、 ｓｉｐＢ、 ｓｉｐＣ、 ｓｉｐＤ、 ｓｉｃＰ、 ｓｐａＯ、 ｓｐａＰ、 ｓｐａＱ、 ｓｐａＲ、
ｓｐａＳ、 ｓｐｒＢ、 ｓｐｉＣ、 ｓｓａＣ、 ｓｓａＤ、 ｓｓａＥ、 ｓｓａＧ、 ｓｓａＨ、 ｓｓａＩ、
ｓｓａＪ、 ｓｓａＫ、 ｓｓａＬ、 ｓｓａＭ、 ｓｓａＮ、 ｓｓａＯ、 ｓｓａＰ、 ｓｓａＱ、 ｓｓａＲ、

ｓｓａＳ、ｓｓａＴ、ｓｓａＵ、ｓｓａＶ、ｓｓａＸ、ｓｓｃＡ、ｓｓｃＢ、ｓｓｅＡ、ｓｓｅＢ、ｓｓｅＣ、
ｓｓｅＤ、ｓｓｅＥ、ｓｓｅＦ、ｓｓｅＧ、ｓｓｒＡ、ｓｓｒＢ、 ｓｌｒＰ、 ｓｓｐＨ１、 ｓｓｐＨ２、 ｓｉ￣
ｐＡ、 ｓｏｐＡ、 ｓｏｐＢ、 ｓｏｐＤ、 ｓｏｐＤ２、 ｓｏｐＥ２、 ｓｐｔＰ、 ｓｔｅＡ、 ｓｔｅＢ、
ｓｔｅＣ、ｐｉｐＢ、ｐｉｐＢ２、ｓｉｆＡ、ｓｉｆＢ、ｓｓｅＩ、ｓｓｅＪ、ｓｓｅＬ、ｓｓｅＫ２ꎬ其他

相关毒力基因 ｍｇｔＢ、ｍｇｔＣ、ｍｉｇ￣１４、ｆｕｒ、ｐｈｏＰ、ｐｈｏＱ、
ｐｍｒＡ、ｐｍｒＢ、ｒｐｏＳ 的检出率均在 ９０％以上ꎬ而外毒素

相关基因 ｃｄｔＢ、ｐｌｔＡ、ｐｌｔＢ 的检出率较低ꎮ 此外ꎬ含有

质粒携带的外毒素相关基因 ｓｐｖＢ、ｓｐｖＣ、ｓｐｖＤ 的分离

株分别为 １９１ 株、１９３ 株和 １９３ 株ꎬ这些基因是导致

全身严重系统性疾病必不可少的毒力基因ꎬ大多存

在于肠炎和鼠伤寒沙门菌中ꎬ ｓｐｖ 毒力基因的缺失

会导致沙门菌的毒力显著减弱[１９]ꎮ

表 ４　 检测出的毒力基因

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

毒力基因类别

一级分类　 　 　 　 二级分类　 　 　 　
毒力
基因

菌株
检出数

检出率
(％)

毒力基因类别

一级分类　 　 　 　 二级分类　 　 　 　
毒力
基因

菌株
检出数

检出率
(％)

黏附 卷曲菌毛 ｃｓｇＡ ２４１ ９０.６０ ＳＴＭ０２６８ １１９ ４４.７４
ｃｓｇＢ ２６６ １００.００ ＳＴＭ０２６９ １１９ ４４.７４
ｃｓｇＣ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２７０ １１９ ４４.７４
ｃｓｇＤ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２７１ １３３ ５０.００
ｃｓｇＥ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２７２ １３３ ５０.００
ｃｓｇＦ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２７３ １２４ ４６.６２
ｃｓｇＧ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２７４ １２４ ４６.６２

长极性菌毛 ｌｐｆＡ ２２６ ８４.９６ ＳＴＭ０２７５ １１９ ４４.７４
ｌｐｆＢ ２２６ ８４.９６ ＳＴＭ０２７６ １２１ ４５.４９
ｌｐｆＣ ２２６ ８４.９６ ＳＴＭ０２７８ １１４ ４２.８６
ｌｐｆＤ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２７９ １２１ ４５.４９
ｌｐｆＥ ２３０ ８６.４７ ＳＴＭ０２８０ １２２ ４５.８６

黏附素 ｍｉｓＬ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２８１ １２２ ４５.８６
质粒编码的菌毛 ｐｅｆＡ １７８ ６６.９２ ＳＴＭ０２８２ １２３ ４６.２４

ｐｅｆＢ １７８ ６６.９２ ＳＴＭ０２８３ １２１ ４５.４９
ｐｅｆＣ １７８ ６６.９２ ＳＴＭ０２８４ １２１ ４５.４９
ｐｅｆＤ １７８ ６６.９２ ＳＴＭ０２８５ １２３ ４６.２４
ｒａｔＢ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２８６ １２２ ４５.８６
ｓｈｄＡ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２８７ ２４２ ９０.９８
ｓｉｎＨ ２６５ ９９.６２ ＳＴＭ０２８９ ２５１ ９４.３６

Ⅰ型菌毛 ｆｉｍＡ ２６１ ９８.１２ ＳＴＭ０２９０ １０４ ３９.１０
ｆｉｍＣ ２６５ ９９.６２ Ⅵ型分泌效应器 ｔａｅ４ １１７ ４３.９８
ｆｉｍＤ ２６５ ９９.６２ ｔｌｄｅ１ ２４０ ９０.２３
ｆｉｍＦ ２６５ ９９.６２ Ⅲ型分泌系统毒力岛 １ ｈｉｌＡ ２６４ ９９.２５
ｆｉｍＨ ２６５ ９９.６２ ｈｉｌＣ ２６５ ９９.６２
ｆｉｍＩ ２６２ ９８.５０ ｈｉｌＤ ２６５ ９９.６２
ｆｉｍＷ ２６５ ９９.６２ ｉａｃｐ ２６５ ９９.６２
ｆｉｍＹ ２６５ ９９.６２ ｉａｇＢ ２６５ ９９.６２
ｆｉｍＺ ２６５ ９９.６２ ｉｎｖＡ ２６５ ９９.６２

效应器传递系统 Ⅵ型分泌系统(Ｔ６ＳＳ) ＳＴＭ０２６６ ２４８ ９３.２３ ｉｎｖＢ ２６５ ９９.６２
ＳＴＭ０２６７ ２４６ ９２.４８ ｉｎｖＣ ２６５ ９９.６２
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续表４　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ４

毒力基因类别

一级分类　 　 　 　 二级分类　 　 　 　
毒力
基因

菌株
检出数

检出率
(％)

毒力基因类别

一级分类　 　 　 　 二级分类　 　 　 　
毒力
基因

菌株
检出数

检出率
(％)

ｉｎｖＥ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＣ ２６４ ９９.２５
ｉｎｖＦ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＤ ２６４ ９９.２５
ｉｎｖＧ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＥ ２６４ ９９.２５
ｉｎｖＨ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＦ ２６５ ９９.６２
ｉｎｖＩ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＧ ２６５ ９９.６２
ｉｎｖＪ ２６５ ９９.６２ ｓｓｒＡ ２６４ ９９.２５
ｏｒｇＡ ２６５ ９９.６２ ｓｓｒＢ ２６５ ９９.６２
ｏｒｇＢ ２６４ ９９.２５ Ⅲ型分泌系统效应物 ｓｌｒＰ ２６５ ９９.６２
ｏｒｇＣ ２６５ ９９.６２ ｓｓｐＨ１ ２４３ ９１.３５
ｐｒｇＨ ２６５ ９９.６２ Ⅲ型分泌效应器￣１ ａｖｒＡ ２２８ ８５.７１
ｐｒｇＩ ２６５ ９９.６２ ｓｉｐＡ ２６５ ９９.６２
ｐｒｇＪ ２６５ ９９.６２ ｓｏｐＡ ２６５ ９９.６２
ｐｒｇＫ ２６５ ９９.６２ ｓｏｐＢ ２６５ ９９.６２
ｓｉｃＰ ２６５ ９９.６２ ｓｏｐＤ ２６５ ９９.６２
ｓｉｃＡ ２６５ ９９.６２ ｓｏｐＥ２ ２６５ ９９.６２
ｓｉｐＢ ２６５ ９９.６２ ｓｐｔＰ ２６５ ９９.６２
ｓｉｐＣ ２６５ ９９.６２ ｓｔｅＡ ２６５ ９９.６２
ｓｉｐＤ ２６５ ９９.６２ ｓｔｅＢ ２６５ ９９.６２
ｓｐａＯ ２６５ ９９.６２ Ⅲ型分泌效应器￣２ ｇｏｇＢ ５８ ２１.８０
ｓｐａＰ ２６５ ９９.６２ ｐｉｐＢ ２６５ ９９.６２
ｓｐａＱ ２６５ ９９.６２ ｐｉｐＢ２ ２６５ ９９.６２
ｓｐａＲ ２６５ ９９.６２ ｓｉｆＡ ２６５ ９９.６２
ｓｐａＳ ２６５ ９９.６２ ｓｉｆＢ ２６５ ９９.６２
ｓｐｒＢ ２６５ ９９.６２ ｓｏｐＤ２ ２６５ ９９.６２

Ⅲ型分泌系统毒力岛 ２ ｓｐｉＣ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＩ ２６１ ９８.１２
ｓｓａＣ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＪ ２６５ ９９.６２
ｓｓａＤ ２６５ ９９.６２ ｓｓｅＫ１ ２３６ ８８.７２
ｓｓａＥ ２６２ ９８.５０ ｓｓｅＫ２ ２６５ ９９.６２
ｓｓａＧ ２６４ ９９.２５ ｓｓｅＬ ２６５ ９９.６２
ｓｓａＨ ２６４ ９９.２５ ｓｓｐＨ２ ２４３ ９１.３５
ｓｓａＩ ２６５ ９９.６２ ｓｔｅＣ ２６５ ９９.６２
ｓｓａＪ ２６５ ９９.６２ 其他 外毒素 ｓｐｖＢ １９１ ７１.８０
ｓｓａＫ ２６５ ９９.６２ ｓｐｖＣ １９３ ７２.５６
ｓｓａＬ ２６５ ９９.６２ ｓｐｖＤ １９３ ７２.５６
ｓｓａＭ ２６５ ９９.６２ ｃｄｔＢ ４４ １６.５４
ｓｓａＮ ２６５ ９９.６２ ｐｌｔＡ ４３ １６.１７
ｓｓａＯ ２６５ ９９.６２ ｐｌｔＢ ４３ １６.１７
ｓｓａＰ ２６５ ９９.６２ 侵袭相关 ｒｃｋ １７６ ６６.１７
ｓｓａＱ ２６５ ９９.６２ 营养相关 ｍｇｔＢ ２６５ ９９.６２
ｓｓａＲ ２６５ ９９.６２ ｍｇｔＣ ２６５ ９９.６２
ｓｓａＳ ２６５ ９９.６２ 压力相关 ｓｏｄＣＩ ２０９ ７８.５７
ｓｓａＴ ２６５ ９９.６２ 抗菌剂 ｍｉｇ￣５ １９２ ７２.１８
ｓｓａＵ ２６５ ９９.６２ ｍｉｇ￣１４ ２６５ ９９.６２
ｓｓａＶ ２６５ ９９.６２ 调节相关 ｆｕｒ ２６６ １００.００
ｓｓａＸ ２６５ ９９.６２ ｐｈｏＰ ２６５ ９９.６２
ｓｓｃＡ ２６５ ９９.６２ ｐｈｏＱ ２６５ ９９.６２
ｓｓｃＢ ２６５ ９９.６２ ｐｍｒＡ ２６５ ９９.６２
ｓｓｅＡ ２６５ ９９.６２ ｐｍｒＢ ２６５ ９９.６２
ｓｓｅＢ ２６５ ９９.６２ ｒｐｏＳ ２６６ １００.００
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２.５　 系统发育分析

２６６ 株沙门菌分离株的系统发育关系如图 ２ 所

示ꎮ 从图中可以看出ꎬ２６６ 株沙门菌分离株可划分

为 ５ 个遗传进化分支ꎬ各个分支内菌株携带的耐药

基因和毒力基因类型和数量较为相似ꎮ 与 ＳｅｑＳｅｒｏ２
血清分型数据库比对后ꎬ２６６ 株沙门菌分离株可分

为 １５ 个不同的血清型ꎬ其中肠炎、鸡白痢、印第安

纳、鼠伤寒为主要流行血清型ꎬ菌株占比分别为

４９􀆰 ６２％、１３􀆰 ５３％、１０􀆰 ９０％和 ９􀆰 ４０％ꎮ ２６６ 个菌株的

多位点序列分型(ＭＬＳＴ)共获得 ２１ 个不同的序列

分型(ＳＴ)ꎬ其中 ＳＴ１１ 为优势分型ꎬ占比达 ４９􀆰 ６２％ꎮ
同一 ＳＴ 型有可能位于不同的进化分支ꎬ但是不同地

区流行的优势型均为 ＳＴ１１ 型肠炎沙门菌ꎮ 值得注

意的是ꎬ分离菌株中共得到 １２ 株新型血清型菌株以

及 ３０ 株新型 ＳＴ 型菌株ꎮ

３　 讨论与结论

沙门菌是最重要的人畜共患病原菌ꎬ中国７０％~
８０％的细菌性食源性疾病是由沙门菌引起的[２０]ꎬ因此

研究沙门菌的分子流行病学具有重要的意义ꎮ 本研

究从江苏省 ８ 个市规模化鸡养殖场的粪便中进行沙

门菌的分离ꎬ并对其耐药基因和毒力基因的流行特征

以及遗传进化关系进行分析ꎬ为江苏鸡源沙门菌的精

准防治提供科学依据ꎮ 本研究采集的鸡粪便样本中

沙门菌的分离率为 １６.２１％ꎬ这与丁鑫[２１] 的研究结果

(１６􀆰 １０％)一致ꎮ Ｓｕｎ 等[２２]从全国 １２ 个省 ５１ 个养鸡

场的３ ５６６份直肠拭子样品中分离到 ３２３ 株沙门菌ꎬ分
离率为 ９􀆰 ８％ꎬ低于本研究结果ꎬ这说明采样地点对菌

株分离率有一定的影响ꎮ 本研究分离得到的 ２６６ 株

沙门菌共鉴定出 １５ 种血清型及 ２１ 个 ＳＴ 型ꎬ血清型

以肠炎、鸡白痢为主ꎬ这与张纯萍等[２３]的研究结果一

致ꎮ 序列分型中江苏沙门菌的优势型为 ＳＴ１１ꎬ与王

小龙等[２４]的研究结果一致ꎬ而近年来新兴的血清型

ＳＴ１７ 印第安纳型沙门菌尚未在江苏地区大规模流

行ꎬ这与赵建梅等[２５]的研究结果一致ꎮ
抗生素的长期滥用导致多种耐药沙门菌的出

现ꎬ使得杀菌药物的选择更为困难ꎬ因此根据药敏试

验结果合理使用抗菌药物显得尤为重要ꎮ 本研究分

离的 ２６６ 株沙门菌对 １０ 种常用抗生素的耐药情况

显示ꎬ分离株对氨苄西林耐药较为严重ꎬ与韩毅

等[２６]的研究结果相似ꎬ这可能是由于青霉素药物在

养殖业中使用较多ꎮ 本研究分离的 ２６６ 株沙门菌中

多重 耐 药 菌 比 例 为 ５３􀆰 ３８％ꎬ 低 于 辽 宁 省

( ６６􀆰 ０％) [２７]、 广 东 省 ( ８２􀆰 ６１％) [２８]、 杭 州 市

(６９􀆰 ０３％) [２９]的多重耐药菌比例ꎬ说明江苏地区沙

门菌耐药情况相对上述省、市较轻ꎮ 喹诺酮药物具

有广谱的杀菌效果ꎬ并且不易产生耐药性ꎬ尤其对于

革兰氏阴性菌的杀菌效果更好ꎮ 本研究中沙门菌分

离株对喹诺酮药物的耐药率(６􀆰 ３９％)较低ꎬ因此ꎬ禽
类养殖生产中ꎬ可以将喹诺酮药物作为防治沙门菌

的首选药物ꎮ
沙门菌的耐药机制与携带的耐药基因有关ꎬ本

研究从 ２６６ 株沙门菌分离株中检测到 β￣内酰胺类、
氨基糖苷类、大环内酯类、磺胺类、喹诺酮类、利福平

类、磷霉素类、四环素类、氯霉素类等 ９ 类耐药基因ꎮ
磺胺类耐药基因中 ｓｕｌ２ 检出率最高ꎬ为 ５９􀆰 ４０％ꎬ这
与傅宏庆等[３０] 的研究结果一致ꎮ ２６６ 株沙门菌中

β￣内酰胺类耐药基因携带率为 ６７􀆰 ２９％ꎬ低于张萍

等[３１]的研究结果(８５􀆰 ０％)ꎬ这可能是由于采样地点

不同所导致的ꎮ ２６６ 株沙门菌携带的四环素类耐药

基因主要为 ｔｅｔＡꎬ携带率为 ３９􀆰 １０％ꎬ氯霉素类耐药

基因主要为 ｆｌｏＲꎬ携带率为 ２１􀆰 ８０％ꎬ磷霉素耐药基

因主要为 ｆｏｓＡ３ꎬ携带率为 １３􀆰 １６％ꎬ利福平类耐药基

因主要为 ａｒｒ￣３ꎬ携带率为 １３􀆰 ５３％ꎬ喹诺酮类耐药基

因主要为 ｏｑｘＡ 与 ｏｑｘＢꎬ携带率分别为 １０􀆰 ５３％和

１０􀆰 １５％ꎬ大环内酯类耐药基因主要为 ｍｐｈＡꎬ 携带率

为 ２􀆰 ２６％ꎬ上述结果与分离菌株耐药情况基本一

致ꎬ说明可以通过耐药基因来预测对应的耐药表

型[３２]ꎮ
目前沙门菌中已经发现 ２４ 个毒力岛相关基因ꎬ

毒力岛分泌系统的进化是沙门菌适应新环境的关键

机制之一[３３￣３４]ꎮ 本研究从 ２６６ 株沙门菌中共检测出

３ 种毒力岛ꎬ携带 １５８ 种毒力基因ꎮ 其中ꎬ１１２ 种毒

力基因的检出率在 ９５􀆰 ００％以上ꎮ 毒力岛基因表达

水平 的 调 控 相 关 基 因 ｆｕｒ、 ｒｐｏｓ 的 检 出 率 为

１００􀆰 ００％ꎮ 毒力基因 ｓｐｖＢ、 ｓｐｖＣ、 ｓｐｖＤ 的检出率为

７１􀆰 ８０％、７２􀆰 ５６％、７２􀆰 ５６％ꎬ高于刘芳萍等[３５] 的检测

结果(６８􀆰 ２０％)ꎮ
综上所述ꎬ江苏省鸡源沙门菌对氨苄西林和磺

胺甲口恶唑的耐药率较高ꎬ耐药基因以 ｂｌａＴＥＭ￣１、ｔｅｔＡ 和

ｓｕｌ２ 为主ꎬ 血清型以肠炎、鸡白痢、鼠伤寒和印第安

纳为主ꎬ江苏省各市沙门菌的优化分型为 ＳＴ１１ꎮ 本

研究结果为江苏地区鸡源沙门菌的精准防治提供了

科学依据ꎮ
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图 ２　 分离菌株遗传进化树
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